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Beschr ibung 

Die Erfindung betrifft eine Hybridomzellinie, die einen hochspezifischen monoklonaten Antikorper (mAK) 
gegen TNF synthetisiert. diesen monoklonalen Antikorper gegen TNF, Verfahren zur Herstellung dieser 

5 Hybridomzellinie und dieses Antikorpers sowie die Verwendung des monoklonalen Antikorpers. 

Die Fusion von Maus-Myelomzellen mit Milzzellen von immunisierten Mausen (Kdhler und Milstein, 
Nature 256, 495 - 497 (1975)) war der erste Hinweis fUr die Moglichkeit, kontinuierliche Zellinien zu 
erhalten, die einheitliche (sog. "monaklonale") Antikorper produzieren. Seitdem stnd zahlreiche Versuche 
unterndmmen worden, verschiedene Hybridzellen (sogenannte: Hybridome) herzustellen und die Antikorper, 

io die von ihnen gebildet werden, fur unterschiedliche wissenschaftiiche Untersuchungen einzusetzen (vgl. 
Current Topics in Microbiology and Immunology Vol. 81: Lymphocyte Hybridomas, Springer Verlag 1978). 

' Durch seine biologischen Eigenschaften scheint sich TNF als interessantes und vielversprechendes 
Mittel bei der Behandlung von Tumorerkrankungen einsetzen zu lassen. Eingehende Untersuchungen 
scheiterten zunachst an der auBerst geringen Konzentration an TNF in natUrlichen Zellen. Erst mit der 

15 Entwickiung der. Gentechnologie und der Moglichkeit, humanes Protein in niederen Organismen klonieren 
zu konnen, war es moglich, auchTNF in Mikroorgahismen zu exprimieren. Dieser rekombinante TNF 
(rTNF) zeigt in hochgereinigter Form, die gleichen Wirkungen wie nattirlicher TNF (nTNF). 

Wissenschaftiiche Untersuchungen, ebenso wie die therapeutische Anwendung, lassen das Bedurfnis 
entstehen, nicht nur die Aktivitat des TNF, sondern das Protein TNF selbst, nachzuweisen. Die Bestimmung 

20 der biologischen Aktivitat ist nur mUhsam und aufwendig durchzufilhren. 

Es ist hingegen bekannt, da8 man mit Antikorpern gegen TNF die Wirkung von TNF blockieren kann 
(Biochem. Biophys. Res. Comn. 137, 847 (1986)). In der genannten Publikation wird uber solche Antikorper 
berichtet, die eine relativ hohe Affinita't zu TNF besitzen sollen. Es ist darin jedoch kein nacharbeitbarer 
Weg zu deren Herstellung angegeben worden. 

25 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neuer monoklonaler Maus- Antikorper gegen humanen 
naturlichen und rekombinanten TNF, die sie produzierende Hybridzellinie, Verfahren zu seiner Herstellung 
und seine Verwendung. 

Die Herstellung des monoklonalen Antikorpers erfolgte in Anlehnung an bekannte Methoden 
(Monoclonal Antibodies. Kennet et al., Plenum Press 1980, S. 363 - 419). 
so Durch wiederholte Injektion einer geringen Menge des gereinigten, rekombinanten TNF's aus E.coli 
wurden BALB/c-Mause immunisiert Sobald im Serum genugend Antikorper nachweisbar waren, wurden die 
Milzzellen dieser Tiere mit Myeiomzellen fusioniert und die Hybride kultiviert. 

Die einzelnen Kuituren wurden auf ihren Gehalt an spezifischen Antikorpern gegen TNF mit Hilfe eines 
Screening-Tests untersucht. 

as Von geeigneten Hybridomen wurde nach der Methode des "limiting dilution cloning" Kolonien isoliert, 
die sich von Einzelzellen ableiteten. Auf diese Weise erhielt man unter anderem eine Hybridzellinie, die sich 
durch die Sekretion des monoklonalen Antikorpers mAK 195 auszeichnet. Diese Zellinie ist bei der 
European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), PHLS Centre for Applied Microbiology and Research, 
Porton Down, Salisbury SP4 OJ6 in Grofibritannien unter der Nummer 87 050801 hinterlegt. Zwei weitere 

40 Zellinien (AM-1 und AM-199) sind unter den Nummern 87 050804 und 87 050802 hinterlegt. 

Zur Vermehrung dieser Hybridzellen wurden sie sowohl in vitro als auch in vivo kultiviert. Die hohe 
Vermehrungsrate in vivo machte dieses Kulturverfahren besonders gOnstig. Dazu wurden mit Pristan® 
vorbehandelten BALB/c-MSusen Zellen der einzelnen Hybridstamme intraperitoneal injiziert. Der' sich 
bildende Ascitestumor wurde nach ca. 8 bis 10 Tagen abgeerntet. 

45 Die Isolierung der monoklonalen Antikorper gegen TNF erfolgte durch die Aufreinigung von entweder 
den Uberstanden der in vitro Zellkultur oder der Ascitesflussigkeit. Die Reinigung erfolgte in Anlehnung an 
die Methode von Bruch et al. (J, Immunol. Methods 1982, Vol. 53, 313 - 319). 

Die Charakterisierung des molekularen Eigenschaften der Antikorpers mAK 195 ergab: 

- Das Molekulargewicht des gereinigten Antikorper betragt groBer/gleich 150 000 Dalton (Bestimmung 
so durch Polyacrylamidgelelektrophorese). 

- Der Antikorper mAK-195 ist vom Typ lgG3, wobei seine schwere Kette gamma 3 ist. Die leichte Kette 
ist kappa (Bestimmung durch subtypenspezifische Antikorper in einem ELISA). 

Der monoklonaie Antikorper zeichnet sich durch eine hohe Affinitatskonstante in der GroBenordnung 
>10 9 l/mo! gegen TNF aus und zeigt keine Kreuzreaktion mit Lymphotoxin. 
55 Die relative Lage der Bindungsstellen fur Antikorper auf dem TNF MolekUl wurde durch kompetitive 
Bindung des Antikorpers untersucht 

Die Aktivitat von TNF wurde in einem ublichen cytotoxischen Test bestimmt. Rekombinanter und nativer ' 
TNF wurden mit einem OberschuB an Antikorpern inkubiert Die cytotoxische Aktivitat beider TNF-Praparate 
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wurde durch den Antikorper mAK-195 neutralisi rt. Das bedeutet, daB der mAK-195 mit einer fOr di 
biologische AktivitSt verantwortlichen Region reagiert. 

Sollen Antikorper zum Nachweis ines bestimmten Antigens dienen, sind im Prinzip zwei T stanord- 
nungen moglich. In beiden muB, wenn es keinen natUrlichen Marker im Antigen gibt, eine Markierung ein r 

s der Komponenten vorgenommen werden. Entweder erfolgt diese am Antigen, z. B. durch ein radioaktives 
Marker-isotop, dann wird meist ein kompetitiver VerdrSngungsassay benutzt wie der bekannte Radio- 
immunoassay (RIA) oder die Markierung erfoigt am Antikorper, wobei der bevorzugte Testtyp ein Immuno- 
Radiometrischer-Assay . (IRMA) - ein Enzyme-Linked-lmmunosorbant-Assay (ELISA) Oder ein 
Chemiiumineszenz-Assay ist. Einzelheiten dieser verschiedenen Testmethoden und Verfahrensvarianten 

10 sind dem Fachmann bekannt. 

Eine andere M3glichkeit besteht in der Koppiung mit niedermolekularen Haptenen an Antikorper, die 
ihrerseits durch eine zweite Reaktion spezifisch nachgewiesen werden konnen. Gebrauchiich sind z. B. 
Biotin reagierend mit Streptavidin. Der erfindungsgemaBe Antikorper wurde daher mit long chain-Biotin 
markiert und in einem Nachfolgeschritt mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Komplex sichtbar gemacht. 

75 Der hier beschriebene Test stellt einen Festphasen sandwich-ELISA dar. Ein nicht markierter Antikorper 
(mAK-1 oder mAK-199) wurde an eine Oberflache, z. B. Mikrotiterplatten, passiv adsorbiert oder kovalent 
gebunden und die Oberflache in bekannter Weise gegen unspezifische Bindung blockiert. TNF-haitige 
Proben und der mit Biotin-markierte Antikdrper mAK-195 wurden in die NSpfchen pipettiert und inkubiert. 
Es konnte gezeigt werden, daB TNF mit einer Nachweisgrenze von 10 pg/ml in Proben nachzuweisen ist. 

20 rTNF hat eine spezifische Aktivitat von 8,0 x 10 s U/mg im Maus L929 Test, so dafl mit diesem ELISA 0,1 U 
TNF/ml nachgewiesen werden konnen. Durch Western- Blotting konnte gezeigt werden, daB der Antikorper 
mit keiner Komponente im menschlichen Serum kreuzreagiert. Der erfindungsgemSBe Antikorper kSnnte 
daher zur Bestimmung von TNF im Serum von mit TNF behandelten Patienten verwendet werden. Er ist 
femer fUr aktuelle diagnostische Zwecke, z. B. zur UberprUfung des TNF-Spiegels im Serum und Plasma, 

25. einsetzbar. 

Da der erfindungsgema'Ben Antikorper TNF inaktiviert (vgl. Beispiel 6), kann er zur Behandiung von 
Krankheiten eingesetzt werden, bei denen die Konzentration an TNF im Blut erhSht ist, wie z.B. bei 
septischem Schock, Weiter kann bei folgenden Erkrankungen eine Behandiung mit den TNF-Antikorper 
angezeigt sein; TransplantatabstoBung, Allergien, Antoimmunkrankheiten, Erkrankungen des rheumatischen 
30 Formenkreises, Schocklunge, entzundliche Knochenerkrankungen, Blutgerinnungsstorungen, Verbrennun- 
gen. 

Mittels Immunaffinitatschromatographie kann auch ; TNF aus biologischem Material, das TNF enthalt, 
aufgereinigt werden. Hierzu wird der Antikorper nach bekannten Methoden an eine Gelmatrix gebunden, 
Uber die die TNF-haitige Losung gegeben wird. 
35 Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautem: 

Beispiel 1: 

Herstellung von monoklonalen Antikorpern 

40 

a) Immunisierung yon BALB/c-Mausen 

Weibliche BALB/c-Maus'e'. wurden intraperitoneal (i. p.) mit 30 ug rTNF in 0,5 ml komplettem Freund 
Adjuvant immunisiert. 14 f age spSter erhielten die Tiere erneut 30 ug des Antigens intraperitoneal in 
inkompiettem Freund Adjuvant. Zwei weitere Immunisierungen erfoigten intraperitoneal in 14tagigen 
45 Abstanden mit jeweils 30 ug Antigen. Drei Tage nach der letzten Antigengabe wurden die Milzen von 2 
Tieren entnommen. 

b) Praparation einer Milzzellsuspension 

Aus den entnommenen Milzen wurde eine Zellsuspensionen hergestellt, in dem die Organe durch ein 
Sieb aus rostfreiem Stahl (Porenweite 100 urn) gepreBt wurden. Die Zellen wurden in Dulbecco Minimal 
so . Essential Medium (DMEM), das mit 4,5 g/l Glucose, 10 mM Glutamin, 1000 Einheiten/ml Peniciiin, 100 
ug/ml Streptomycin und 15 % foetaies Kalberserum supplementiert war, UberfUhrt Die Zellen wurden 
dreimal mit Medium gewaschen und dann in gewiinschter Konzentration in demselben Medium resu- 
spendiert. Im allgemeinen wurden etwa 5 bis 10 x 10 7 Zellen pro Milz gewonnen. 

c) Wachstum der Myelomzellen 

55 . Als Fusionspartner wurden die Myelomzellen Sp2/0-Ag14 (ATCC No. CRL 8287) verwendet. Die Zellen 
sind gegen 20. ug/ml 8-Azaguanin resistent und konnen im Medium, das Hypoxanthin, Aminopterin und 
Thymidin (HAT) enhalt, nicht mehr wachsen. Sie wurden in DMEM, das mit 4,5 g/l Glucose, 10 mM 
Glutamin, 1000 Einheiten/ml Peniciiin, 100 ug/ml Streptomycin und 15 % foetaies Ka'lberserum supple- 
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mentiert war, kultiviert (komplettes Medium). Zur Fusion wurden die Zellen in der logarithmischen 
Wachstumsphase verwendet. 

d) Zeilfusion 

Die Milzzellsuspensionen wurden mit den Myelomzellen im Verhaltnis 5 : 1 gemischt und in serumfreien 
DMEM gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden in 30 ml serumfreien DMEM resuspendiert und in 
einem 50 ml konischen PoIypropylen-RShrchen bei 800 U/min 5 Minuten zentrifugiert, Der Uberstand 
wurde vollstandig abgesaugt. Auf das Pellet wurde ganz vorstchtig 0,5 ml einer 50 %igen Polyethyleng- 
iykollosung (PEG, Boehringer) vom Molekulargewicht ' 2000 gegeben, das Zellpellet durch leichtes 
Klopfen mit PEG vermischt, und anschlieflend bei 1000 U/min drei Minuten zentrifugiert. Daraufhin 
wurden 10 ml DMEM zugegeben, das Zellpellet vorsichtig gelost und anschlieBend drei Minuten bei 
2000 U/min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in HAT-Medium in einer Konzentration von 2 x 10 5 
Zellen/ml resuspendiert und in 0,2 ml Anteilen auf Mikrotiterplatten verteilt. In die Napfchen waren am 
Tag zuvor etwa 50000 peritoneale mononucleare Zellen, vornehmlich Makrophagen als FGtterzellen, 
gegeben worden. 

e) Selektionierung und Anzucht der Hybridome 

Nach der Zeilfusion wurden die Zellen im HAT-Medium nach Littlefield (Science 1964 Vol. 145, 709 - 
712) bei 37 *C mit 5 % CO2 in einer feuchten Atmosphare kultiviert. Die Kulturen werden zweimal in der 
Woche durch Ersetzen des halben Mediums durch frisches HAT Medium gefOttert. Nach einigen 
Wochen wurden Uberstande von Hybridomzellkulturen auf das Vorhandensein von Anti-human-Tumorne- 
krosefaktoraktivitat untersucht. Diejenigen Hybridome, die positive Resultate im Screening-Test zeigteh, 
wurden zum Klonieren ausgewahlt. Dabei wurden die Hybridome einer "Limiting-Dilution n -Technik 
unterworfen, bei der in 96 Mikrotitervertiefungen im Mittel 0,5 Zellen/Napfchen ausgesat wurden und 10 s 
Mausethymocyten als "Feeder-Zellen" zugegeben wurden. Die nach diesem Klonierungsverfahren 
selektionierten antikorperproduzierenden Zellen wurden vermehrt, eingefroren und in flUssigem Stickstoff 
in komplettem Medium, das 10 % foetales Kalberserum sowie 10 % Dimethylsulfoxid enthielt, aufbe-. 
wahrt. 

f) Screening-Test auf spezifische TNF- Antikorper , 

rTNF wurde in PBS (Phosphat gepufferte Salzidsung, bestehend aus 0,8 % NaCI und 0,02 molar 
- Natriumphosphat, eingestellt mit HCt Oder NaOH auf pH 7,4) auf 3 u.g/ml verdUnnt. Na'pfchen von 
Mikrotiterplatten® wurden mit je 0,1 ml dieser Losung beschickt. Nach zwei Stunden bei Raumtempera- 
tur wurde der Oberstand abgesaugt und die Napfchen mit 0,3 ml einer 1 %igen Rinderserumalbumin- 
Losung (Sigma, RIA grade) mindestens 30 Minuten behandelt. Danach wurde der Uberstand verworfen. 
Uberstande von wachsenderi Hybridomzellinien, die ungefahr 20 - 30 % konfluent waren, Oder Serum- 
verdunnungen von immunisierten Mausen wurden fur mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert Die Napfchen wurden mit 0,3 ml PBS mehrfach gewaschen. Dann wurde mit 0,1 ml einer 
geeigneten Konzentration an Anti-Maus-lmmunglobulin AntikSrpern (Miles) fur zwei Stunden bei Raum- 
temperatur inkubiert. Diese Antikorper waren mit dem Enzymmarker Peroxidase gekoppelt. Napfchen mit 
positiver Peroxidasereaktion zeigten Antigenspezifische Antikorper an. 

Von 360 angeiegten Urnapfchen zeigten 80 % Zellbewuchs. Von diesen zeigten 12 positive 
Ergebnisse im TNF-Screening-Test, Von diesen wurden 1 1 wiederholt positiv gewertet. Drei verschiede- 
ne monoklonale Hybridome wurden fur die vorliegende Erfindung weiterverfolgt: AM-1, AM-195, AM-199. 

g) Expansion von Hybridoma-Zellkulturen 
Expansion in der Zellkultur (in vitro): 

Etwa 2 x 10 7 Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit 175 cm 2 Wachstumsflache ausgesat. Der zellfreie 
Uberstand enthielt nach drei Tagen die von den Zellen sekretierten monoklonalen Antikorper im Bereich 
von 10 bis 20 ug/ml. 
Expansion in der Ascites-Maus (in vivo): 

. BALB/c-Mause erhielten zur Konditionierung des Peritoneums 0,5 ml i. p. Pristan®. innerhalb eines 
Zeitraumes von 1 bis 2 Wochen wurde den vorbehandelten Tieren eine Suspension von 5 bis 10 x 10 G 
Hybridoma in PBS pro Tier i, p. appliziert. Nach 8 bis 10 Tagen wurde mit einer Kanule das Peritoneum 
angestochen und die zelthaltige Ascitesflussigkeit gesammelt. 

Von der entnommenen Ascitesflussigkeit wurden die -zellul§ren Bestandteile durch Zentrifugation 
abgetrennt (5000 rpm, 5 Minuten). Der Oberstand, der die monoklonalen Antikorper enthielt, wurde in 
Aliquots bei -70 # C eingefroren oder chromatographisch bis zu mindestens 90 % gereinigt, wie durch 
Natriumdodecylsulfat-polyacrylamid Gelelektrophorese beurteilt wurde (DE-OS 3330160). 

h) Typisierung der monoklonalen Antikorper 

Die monoklonalen Antikorper wurden in einem ELISA-System naher charakterisiert. Die Vertiefungen 
einer Mikrotiterplatte wurden mit rTNF (5 ug/ml) beschichtet. Nach Inkubation fUr 2 Stunden bei 
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nissesindinTabellelzusammengefaBt. 

Tabelle 1 
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Bezeichnung des Antikorpers 


Klasse 


Kette 


, schwere 


leichte 


mAK-1 . 


IgG 


gamma 1 


kappa 


mAK-195 


igG 


gamma.3 


kappa 


mAK-1 99 


IgG 


gamma 1 


kappa 
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45 



i) warkiemng der monoklonalen Antta** Konzentfa ,i on von 1 mg/ml emgesteUt 0£ m 

NHS-LC-Biotin (Pierce) wurde in PBS gelostundaut^ne^ AntikQrpern (0 ,5 mg/ml PBS) 

SeLr iLng wurden mit 0.1 ml von ^™£SXbl9a Im AnrtluB an die Re^on . 
d g : m cht J* Losung IDr ?J*^^??&>BS Das DialyS * daS 

^^^^^^^^ ; 

Beispiel 2 . - 

Affinitat der monoklonalen Antikorper zu TNF . 

,n fiffl ELISA bestimmt Hierbei wurden die 
Oie Aifinit^onstanten ^ k ^^^E«3* ®ndung der Antikorper'durch 

Tabelle 2 



f flj^nnctahten der monoklonalen Anlikuipu. 


Bezeichnung des Antikorpers 


K a xl0 3 1 xMoH 


mAK-1 


1,5 ±30% 


mAK-195 


3,5 ±30% 


■ mAK-1 99 


2,0 ± 30 % 



per aus. 
so Beispiel 3 

Neutralisation der cytotoxisohen Aktivitat von TNF ' ^ ^ ^ ^ 

Die bioiogische Aktivitat von TNF in ^oworde wie b^Agg^ai -"^J^ Bei Varsuchen 
as 2345 2 54) beschrieben, durch Lyse der Maus elhn.e ^J*™ n Antik6rper , wurde «ne 

65 Neutraion der ^°™^ m ^™JZ f der Ze len lysierten. Der Antikorper warden . 

Konzentration an TNF gewaWt, bei der J-gJ^ verdQnnt 2u ieder An^rperlosung (0,1 mO 

komplettem Medium in 1 . 2 &cnnuw 

5 
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u- . n a « ufl r TNF (1 3 nq/ml) gegeben und zwei Stunden bei Raumtempera- 
wurden 0,05 ml rekombmanter oder nativer TNF (13 n»9 Medium und ngch ejner 

tur inkubiert. AnschlieBend erfolgte Zugabe von 50 00 Z len -n n K . stallviolett gefarbt . 
inkubation von 20 bis ^Jj^^^d-* wahrend dar Farbung abschwam- 

^ iS^gT i - cv— E«ekt von TNF neutral und 
die Zellen werden gefarbt. 
Beispiel 4 

Bestimmung von TNF 

a)AuswahleinesgeeignetenPaare S ^ an dasse|be Epitop und 

Zur Unterscheidung zwischen kompetitrver B ndw ,g von: rwe, ™*J n und .„ paaren in 

additiver Bindung an verschiedene Epriope *v de d,e ^ wie , n Beispiel 1 

alian moglichen Kombinationen an ,mmob ^» ™F ^a ^ ^ ^ 1 ; 

beschriaben, gebunden. Aufgerem.gte Anttotper. ^Wrper mAK-195 und Inkubation ,1Ur 90 

4 verdunnt. AnschlieBend folgte d,a Zugaba Tglschen, Streptavidin-Peroxidase- 

Minutan. Die Nap.chen wurdenm PBS 0,05 J Tw* g ^ m , 

Tabelle 4 
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40 
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EinfluB der 



iinduna von Biotin-markiertem mAK-195 an TNF durch mAK 



urn mAK/ml 


195 


% Bindung 




199 


1 


24000 


3 


100 


100 


6000 


4 


100 


100 


1500 


16 


100 


100 


375 


63. 


100 


100 


62 


95 . 


100 


100 


0 


100 


100 


100 ; 



b) Aufbau aines ^™ u *™ wurde durch passive Adsorption oder kovalenta Bindung an einan 
Der AntikSrper mAK-1 oder mAK-199 wurae aurcn p*> p n ili n «i ch | 0 rid Filterpapier Oder anderen 
Trager (Kugelchan, Filter, Mikrotitarplatta aus Polysty oh der £ nur dam spezifischen 

MateriaL) immobilisiert. Die Spezi« ™J«^ 

Antigen, hier dam TNF, durch ^^"bindung, Obe > ™°™ Z W™ M und M9nge das Antigen in 

auch der Konzentration das Antigens in der zu untarsuchenden Losung. 
DurchfUhrung des Tests 

1 . Beschichtung g A nhattpuffer (Natrium-Bicarbonatpuffer pH 9.5, 

^T^r^^^^ «~ Mikrotitarplatta wurden mit 0.1 mi diasar 
L6sung fur 16 bis 20 Stunden bei 4- C inkubiert. 
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3. VerdUnnungsreihe und TNF-Proben aBwasC hen rTNF wurde mit Puffer 1 (zu 1 I 

Stunden bei 4-10 *C inkubiert. 



Peroxidase-Komplex (BRL, verdUnnt 1 : 
inkubiert. 
5. Entwicklung 
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SeST warden 3™, m it Waschpuffer gewaschen, 0,1 ^^^S^2^ 



fUrTNF liegt bei 10 pg/ml. 
Peroxidasesubstrat 



tmr I osuna-- 42 mM TMB (S^S.S'-Tetramethylbenzidin, Miles) in DMSO 
'- sS'r 1i > g Natriacefat auf 1 .. Wasser geben und mit 1 g Zitronensaure auf pH 4,9 

' - • « wird.angsam und unter SchUttein zu 10 ml Substratpuffer gegeben, gefo.gt 

von 1,47 nl von 30 % H 2 0 2 (reinst, Merck). 

TNF mittels monoklonaler Antikorper. 

^ Kreuzreaktion derAntikorpe^ m ^ entsprechend 

199 an Lymphotoxin gefunden. 
Beispiel 5 

Nachweis von TNF im Serum durch Western-Blotting 
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Beispiel 6 Neutralisation von TNF viv0 . Bedin gungen in mannlichen Balb/c 

- (Versuch 1. 2. 4) und C3HWeN J aufge te.tt. D« in Pu « 9 r A 

Minuten danach. D» WJ^J Tier8n gestorben waran). 
Erg e bnisse(3/5bedeutet,daa3von 

■ ' TahAHa 5 
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Puffer A 
m AKl0mg/kg 

mAK 5 mg/kg 

TNF 1 mg/kg ■ 
TNF 1 mg/kg + mAKimgfcg 

TNF 1 mg/kg* mAK 5 mg/kg 

TNF 2 mg/kg ' ,. 
TNF 2 mg/kg * mAK 2 mg/kg 

TNF2mg/kg + "^^ 

I— ' — r ■ - m&Ki95 einetidliche Dosis 
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Hyb rid Z elWeECACC87 05080 1 . , m A K 195 gamaB Anspruch 1 . dadurch • 

isoliert. 
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Claims 

mAK 195 obtainable from the cell line ECACC 87 05080! . 



5 2 The hybrid cell line ECACC 87 050801. 

... j „Ah 1 PS as claimed in claim 1, which comprises 

4. The use of the monoclonal antibody mAMSS 

a) to detect natural' and recombinant TNF, 

5. mAK 1 95 for use in controlling diseases/ 



Revendications 

- , „ w 1flfi nnU vant etre obtenu a partir de .a lignee cellulaire ECACC 87 050801.. 



1. 



mAK 195 pouvant etre obtenu ; 
Lignee cellulaire hybride ECACC 87 050801 . 



Lignee cellulaire nyunu* — r - - • - Mr i« 

. .oi mAK 195 selon la revendication 1, caracter.se par le 

„ I mAK 195-pour ruIIBsatiwi dans la lutts contfe'des maladies. 
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A450nm 
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100 1000 10OU0 
pg/ml TNF 



Abb 



ildung 1: Eichkurve zur Beatimmung won TMF mittels 
sand.ich-ELISA (o-o-o 0,1 5 Bovines Serum 
albumin, humanes Serum) 
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4 ng zugesetztes TNF 

A Gelelektrophoretische Trennung von Human 
serun »it unterschiedlich zugesetzten 
Hengen an TNF 

B laaunblot von Huaanserum, dem 30, 120 
und 480 ng TNF zugesetzt vurden 
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